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基因 进行 


删除 、 替 换 、 插 入 等 操作 ， 


以 获得 新 的 功能 或 表 型 ， 甚 至 创造 新 的 物种 。 作 为 


生命 科学 发 展 迅 速 的 重要 研究 领域 ， 基 因 编 辑 技术 的 开发 及 应 用 使 得 生物 体 的 遗传 改造 进入 了 前 所 未 有 的 深度 与 


广度 ， 为 解析 特定 基因 的 功能 立 下 了 汗马功劳 。 


战 及 机 遇 进 行 概 述 ， 以 增进 对 该 技术 体系 的 整体 认 知 ， 帮 助 更 好 地 寻找 该 领域 新 的 突破 点 。 


关键 词 基因 编辑 ， 重 组 核酸 酶 ，CRISPR/Cas9，DNA 介 时 的 基因 编辑 
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命 科学 的 迅速 发 展 使 


得 我 们 从 生物 遗传 信息 的 


“ 读 取 ” 阶 段 进 入 到 后 基因 组 时 代 ， 基 因 组 的 “改写 ” 
万 至 “全 新 设计 ” 正 逐 渐 成 为 现实 。 以 设计 创造 新 生命 


体 为 目标 的 合成 生物 学 在 此 


背景 下 迅速 发 展 ， 并 在 医 


药 、 制 造 、 能 源 等 领域 显现 了 巨大 的 应 用 前 景 。 基 因 组 


的 从 头 合 成 和 针对 天 然 基因 2 


策略 。 以 上 两 者 的 有 机 结合 将 极 大 地 推 


文章 对 当前 基因 编辑 相关 技术 ， 及 我 国 在 基因 编辑 领域 存在 的 挑 


动 生物 制造 、 疾 


病 治疗 等 领域 的 革新 ; 同时 二 者 也 将 为 后 基因 组 时 代 ， 
功能 基因 组 学 的 研究 提供 强 有 力 的 技术 手段 。 新 生命 体 
系 的 从 头 设 计 与 合成 不 仅 需要 基因 组 序列 的 合成 、 拼 接 
及 转移 等 技术 ， 也 需要 高 效率 、 低 脱衣 率 的 编辑 技术 以 


的 规模 改造 分 属 合成 基因 


组 学 和 基因 编辑 领域 ， 均 为 
点 。 合 成 基因 组 学 涉及 基因 旨 


当前 合成 生物 学 研究 的 热 
日 的 从 头 设 计 、 构 建 和 功能 


表征 等 ， 属 于 自 下 而 上 的 生物 学 研究 策略 ;而 基因 编辑 


侧重 于 通过 对 现 有 基因 组 进行 删除 、 和 替换 、 插 入 等 分 子 


实现 在 基因 组 上 进行 大 规模 的 编辑 改造 。 在 不 断 的 探索 


研究 中 ， 基 因 编 辑 技术 已 经 从 最 初 依赖 细胞 自然 发 生 的 


同 源 重组 ， 发 展 到 几乎 可 在 任意 位 点 进 


行 的 靶 向 切割 ， 


其 操作 的 简易 和 高 效 极 大 地 推动 了 物种 遗传 改造 的 发 


操作 ， 进 而 改写 遗传 信息 ， 属 于 自 上 而 下 的 生物 学 研究 


* 通 讯 作者 
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展 。 基 因 编 辑 可 为 合成 生命 的 进一步 改造 提供 手段 ， 为 


新 物种 的 创造 提供 更 多 的 可 能 性 。 
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基因 编辑 技术 : 进展 与 挑战 ES 


1 基因 编辑 的 原理 


基因 编辑 技术 是 对 生物 体 DNA 断裂 的 现象 及 其 修复 
机 制 的 应 用 。 作 为 一 种 常见 的 分 子 生 物 学 事件 ， 在 分 裂 
活跃 的 哺乳 动物 细胞 中 ，DNA 双 链 断裂 (DNA double- 
strand breaks, DSBs) RZE", DSBs 发 生 后 细 
胞 可 以 通过 多 种 方式 进行 修复 ,包括 经 典 的 非 同 源 末 


端 修复 (non-homologous end joining, NHEJ) ， 选 择 


性 末端 修复 (alternative end joining, a-EJ) ， 单 链 退 火 


修复 (single-strand annealing, SSA) 和 同 源 重 组 修复 
(homologous recombination, HR)“, HR 可 以 进行 精确 
无 误 的 修复 ， 但 是 需要 同 源 模 板 的 存在 ; NHEJ 则 是 将 
很 大 程度 上 没有 同 源 性 的 两 个 DNA 末端 直接 连接 实现 修 
复 "， 此 过 程 中 ， 两 个 末端 在 大 多 数 情况 下 都 会 发 生 若干 
核 苷 酸 的 缺失 ， 是 一 种 不 精确 的 修复 机 制品 。 而 作为 辅助 
性 的 修复 机 制 ，a-EJ 和 SSA 均 需要 更 大 幅度 的 末端 单 链 切 
除 "， 这 也 会 导致 遗传 信息 的 丢失 。 基 于 DNA 断裂 修复 
的 原理 ， 如 果 在 细胞 中 人 为 提供 特定 的 同 源 重 组 模板 ， 

待 目 标 DNA 自然 发 生 或 者 人 为 诱导 产生 DSBs， 触 发 同 
源 重组 修复 ， 就 有 机 会 把 特定 DNA 序列 进行 删除 或 者 插 
入 外 源 基 因 。 在 不 提供 同 源 模板 的 情况 下 ， 利 用 NHEJ、 

a-EJ 及 SSA 的 不 精确 修复 机 制 可 以 实现 基因 的 突变 和 敲 
除 。 传 统 的 基因 编辑 借助 细胞 内 自然 发 生 的 DSBs SE BLE 
向 整合 “， 达 到 基因 敲 除 、 替 换 等 目的 。 然 而 ， 在 真 核 生 
物 细胞 里 面 ， 通 过 自发 双 链 断裂 实现 目的 基因 编辑 的 概率 
通常 低 至 百 万 分 之 一 1。 人 为 使 用 化 学 诱导 剂 或 者 辐射 
处 理 等 方法 ,或 者 使 用 转 座 子 技术 也 可 以 实现 基因 的 突 
AR, 但 是 这 些 突变 是 随机 的 ,需要 后 续 进 行 大 量 的 筛选 工 
作 来 获得 所 需 的 基因 型 。 定 点 基因 编辑 技术 是 进行 基因 功 
能 研究 和 物种 定向 改造 的 优选 策略 。 


D] 


2 重组 核酸 酶 介 导 的 基因 编辑 技术 


2.1 锌 指 核酸 酶 技术 
人 工 核 酸 酶 技术 的 发 展 使 人 为 定点 诱导 DSBs 成 
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为 现实 ， 其 中 锌 指 核酸 酶 技术 (zinc finger nucleases, 
ZFNs ) 就 是 一 个 里 程 碑 式 的 突破 ， 也 称 为 第 一 代 基 因 
编辑 技术 。ZFN FFE ERA (zinc finger protein, ZFP ) 
FI Foki 内 切 酶 的 核酸 酶 结构 域 组 成 ， 前 者 负责 识别 ， 后 
者 负 责 切割 DNA。ZFP 是 自然 存在 的 蛋白 结构 ， 其 由 锐 
结构 (zine finger, ZF) 组 成 ，ZF 能 识别 特定 的 3 个 
连续 碱 基 对 "… (图 la ) ， 因 此 可 通过 串联 ZF 的 数量 调 
整 ZFN 的 识别 特异 性 。Fo 扣 通过 N 端 与 ZFP ERE, FA 
F Fok 以 二 肾 体 的 形式 发 挥 切割 作用 ，ZFN 使 用 时 需要 
成 对 设计 ""。 作 为 新 型 基因 编辑 工具 ，ZFN 从 2001 EF 
台 被 陆续 用 于 不 同 物种 的 基因 编辑 ”。 
2.2 TALENs 技术 
ZFN 技术 将 基因 编辑 引领 进 了 不 再 单纯 依赖 自然 发 

HE DSBs 的 时 代 ， 但 其 存在 很 大 的 局 限 性 ， 如 成 本 高 、 难 
VAIN HES Sg GO, M TALE (transcription activator 
like effector ) 基 序 的 发 现 催 生 了 第 二 代 基 因 编 辑 技术 一 一 
o TALEN 的 构造 与 ZFN 类 
似 ， 由 TALE 基 序 串联 成 决定 鞭 向 性 的 DNA 识别 模块 ， 
与 Fokl 结构 域 连接 而 成 。 与 ZF 基 序 不 同 ， 一 个 TALE 基 


TALENs ( TALE nucleases 


ZF1 ZF2 ZF3 


ZF1 ZF2 ZFS 


Cas9 


图 1 ZFN, TALEN 及 CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 


(a) 锌 指 核酸 酶 (ZFN) 基因 编辑 技术 ; (b) TALEN 基因 编辑 技术 ; 
(c) CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 
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序 识别 一 个 碱 基 对 ( 图 lb ) ， 因 此 串联 的 TALE 基 序 与 
所 识别 的 碱 基 对 是 一 一 对 应 的 关系 号 。 研 究 发 现 ， 对 于 
相同 的 靶 点 TALENs 有 与 ZFNs 相同 的 切割 效率 ， 但 是 毒 
性 通常 比 ZFNs 的 低 ， 另 外 其 构建 也 比 ZFNs 容易 。 然 
而 ，TALENs 在 尺寸 上 要 比 ZFNs 大 得 多 ， 而 且 有 更 多 的 
重复 序列 ， 其 编码 基因 在 大 肠 杆菌 中 组 装 更 加 困难 "1。 


3 RNA5 引 导 的 基因 编辑 技术 


3.1 CRISPR/Cas9 技术 

CRISPR/Cas 系统 原本 是 细菌 和 十 菌 进化 出 来 用 于 抵 
御 外 来 病毒 及 质粒 DNA 的 适应 性 免疫 系统 。 开 型 CRISPR/ 
Cas 系统 依赖 于 外 源 DNA 片段 在 规律 成 复 的 短 间 隔 回 


文 重复 (clustered regularly interspaced short palindromic 


编辑 中 的 应 用 "I。 为 了 提高 Caso 编辑 系统 的 精度 ， 
Ran 等 中 巧妙 利用 Cas9 D10A 突变 体 具 备 切 刻 酶 活性 的 
特性 ， 设 计 了 “一 个 位 点 ， 双 sgRNA 靶 向 ”的 策略 ， 
即 CRISPR/Cas9-nickase 基因 编辑 技术 ( 图 2a ) 。 其 原理 
与 ZFN 和 TALEN 类 似 ， 两 个 Cas9n/sgRNA 复合 物 同时 
靶 向 一 个 位 点 ， 分 别 切 割 其 中 一 条 DNA 链 ， 实 现 双 链 断 
R, 诱导 NHEJ 或 者 HR 修复 。 使 用 这 种 策略 ， 细 胞 系 中 
基因 编辑 的 脱 靶 效率 最 高 可 以 降低 近 4 个 数量 级 。 

(2) CRISPR/dCas9-FoKI 基 因 编 辑 技术 。 同 样 是 
为 了 解决 CRISPR/Cas9 技术 的 脱节 问题 ，Guilinger 等 中 
采用 了 基于 dCas9 的 策略 。 理 论 上 dCas9/sgRNA 只 能 
起 到 单纯 的 靶 向 引导 作用 ， 无 法 诱导 DNA 的 断裂 ， 
类 似 于 ZFN 或 者 TALEN 中 的 DNA 结合 结构 域 。 为 了 


at 


repeat, CRISPR) 位 点 整合 ， 其 经 过 转录 及 剪 切 后 产生 短 
crRNA 与 反 式 转录 的 crRNA 


( trans-activating crRNA, tracrRNA ) 退火 结合 ， 然 后 引 


的 CRISPR RNAs (crRNAS ) , 


导 Cas9 ( CRISPR associated protein 9，Cas9 ) 蛋白 介 导 序 
列 特异 性 的 外 源 DNA 降 解 …” ”"。Jinek 等 “发 现 Cas9 发 挥 
靶 向 切割 作用 所 依赖 的 crRNA 和 tracrRNA 可 以 融合 为 一 
体 ， 作 为 ssRNA (single guide RNA) (Klic) o Bi, & 
干 研究 组 陆续 报道 CRISPR/Cas9 系统 可 用 于 人 类 细胞 的 四 
向 基因 编辑 1。 与 ZFNs 和 TALENs 技 术 相 比 ，CRISPR/ 
Cas9 的 设计 要 简单 得 多 ， 而 且 成 本 很 低 ， 对 于 相同 的 引 
点 ，CRISPR/Cas9 有 相当 甚至 更 好 的 靶 向 效率 "1。 
3.2 CRISPR/Cas9 衍生 技术 

Ki CRISPR/Cas 系统 的 研究 不 断 深入 ，Cas9 核 
酸 酶 的 催化 机 制 也 被 揭示 "7 ， 并 且 可 以 通过 特定 位 点 
氮 基 酸 的 突变 获得 单 链 靶 向 剪 切 功能 的 Caso 切 刻 酶 

( Cas9 nickase，Cas9n ) 或 者 全 失 活 的 Cas9 (dead Cas9, 
dCas9 ) ， 而 这 些 不 同 的 Caso 核酸 酶 ， 衍 生出 了 适用 范围 
更 为 广泛 的 基因 编辑 系统 。 
(1) CRISPR/Cas9-nickase 基因 编辑 技术 。CRISPR/ 

Cas9 系统 使 用 的 crRNA 能 容 受 一 定 程度 的 错 配 导致 
脱 靶 效应 的 产生 ， 限 制 了 CRISPR/Cas9 系统 在 高 精度 


1186|2018 年 “第 33 卷 :第 11 期 


实现 DNA 的 切割 ， 其 引入 的 FoKI 核酸 内 切 酶 的 切割 
结构 域 (图 2b ) ， 与 dCas9 连接 做 成 融合 蛋白 fCas9， 
这 与 ZFN 及 TALEN 的 设计 策略 如 出 一 略 。 在 人 类 细 
胞 的 基因 编辑 中 ，fCas9 的 特异 性 比 野 生 型 Cas9 要 高 
出 140 售 以上。 而 在 高 度 类 似 的 脱衣 位 点 上 ，fCas9 的 特 
异性 要 比 Cas9n 至 少 高 出 4 倍 。fcas9 的 应 用 将 进一步 丰 
T Cas9 THAS, ， 提 供 更 完善 的 基因 编辑 工具 。 

(3) 基于 CRISPR/dCas9 的 单 碱 基 编 辑 技术 。 人 类 
大 多 数 的 遗传 病 与 基因 的 点 突变 有 关 ” ， 如 果 能 通过 精 
的 手段 进行 修复 ， 可 能 会 带 来 新 的 治疗 策略 。 在 提 
供 同 源 重组 模板 的 情况 下 ， 定 点 突变 可 以 通过 CRISPR/ 
Cas9 来 实现 ,但 是 其 诱导 的 NHEJ 修复 可 能 带 来 的 碱 
基 随 机 搬入 、 缺 失 是 潜在 的 危险 因素 。Cas9 的 突变 
体 Cas9n 、dCas9 无 切割 双 链 DNA 的 功能 ， 但 可 以 发 挥 
寻 靶 定位 作用 ; 如果 有 能 催化 特定 碱 基 转换 的 蛋白 / 结 
构 域 可 用 ， 则 可 参考 CRISPR/dCas9-FoKI Eit, 构 
建 CRISPR/Cas9n/dCas9 导向 的 单 碱 基 编 辑 技术 。Liu 课题 
组 将 源 自 大 鼠 的 胞 喀 啶 脐 氨 酶 (APOBEC1 ) 与 dCas9 fit 
E (图 2c ) ， 发 现 其 可 以 定点 将 C 转 变 为 U， 然 后 在 后 续 
WI DNA 复制 或 者 修复 作用 下 实现 C:G 碱 基 对 到 T:A 的 转 
变 的 。 随 后 日 本 神户 大 学 的 Kondo 课题 组 刁 及 我 国 上 海 交 


a 
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通 大 学 的 常 兴 课题 组 ”也 报道 了 类 似 研 究 成 果 。 为 了 实 
现 A:T 到 G:C 的 转换 ，Liu 课题 组 采用 和 蛋白质 进化 工程 手 
段 对 大 肠 杆菌 的 tRNA IREA (Tada ) 进行 改造 ， 他 
们 获得 的 第 7 代 腺 味 叭 碱 基 编辑 咒 ( adenine base editors, 
ABEs ) 能 高 效 介 导 A:T 碱 基 对 到 G:C 的 转变 5 "”。 即 ， 
C 到 T 以 及 G 到 A 碱 基 之 间 的 自由 转换 已 经 实现 ， 将 来 有 
可 能 做 到 4 种 碱 基 的 任意 转换 。 
(4) 基于 CRISPR/dCas9 的 基因 表达 调控 技术 。 除 

了 直接 对 DNA 进行 编辑 ，CRISPR/Cas 系统 在 基因 表达 
调控 上 也 可 发 挥 作用 i。 例如 ， 利 用 dCas9 无 核酸 内 
切 酶 活性 但 仍 能 与 DNA 结合 的 特点 ， 可 直接 阻碍 其 结 
合 DNA 与 其 他 因子 的 结合 ， 影 响 基因 的 表达 (图 2d ) 。 
如 果 将 转录 抑制 因子 或 者 激活 因子 与 dCas9 融合 ， 则 可 以 
实现 靶 基 因 的 抑制 与 激活 ， 为 基因 功能 研究 提供 灵活 的 
操作 手段 。 
3.3 CRISPR/Cas12a 基因 编辑 技术 

CRISPR/Cas9 技术 受 富 含 G 碱 基 的 PAM 序列 限制 ， 
不 能 实现 任意 序列 的 靶 向 。 同 时 Cas9 蛋白 分 子 量 过 大 ， 


a 


P SIRNA Cas9 nickase 
nna 
5 II 


a: TA re 
i mT 
Cas9nickase 


后 
3 
ei 
sgRNA 


c 胞 喀 喧 脱 氨 酶 GCa89 — ea 
5 多 3J Vis 5, WES! 
-Tr SON ETA 

dCas9 


外 制 结构 域 
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图 2 系列 CRISPR/Cas9 衍生 基因 编辑 技术 
(a) CRISPR/Cas9-nickase (Cas9 切 刻 酶 ) 基因 编辑 技术 ; (b) 
CRISPR/dCas9-FoKI， 基 因 编 辑 技术 ; (c) 基于 CRISPR/dCas9 的 
单 碱 基 编 辑 技 术 ; (d) 基于 CRISPR/dCas9 的 转录 调控 技术 
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某 些 情况 下 不 便 使 用 。 实 际 上 几乎 所 有 的 古 细 菌 和 众多 
的 细菌 都 采用 CRISPR/Cas 机 制 进行 免疫 防御 6 ， 其 中 
包含 多 种 CRISPR/Cas 系统 。 已 经 表征 过 的 下 类 CRISPR/ 
Cas 系统 ， 均 属于 采用 Cas9 家 族 核 酸 酶 作为 效应 因子 的 
Tl Æ! CRISPR/Cas 系统 ， 而 在 普 氏 阔 和 弗朗西斯 氏 菌 属 
( Prevotella Ñ Francisella 1 ) 中 存在 另 一 个 下 类 CRISPR/ 


Cas 系统 ， 其 被 归 为 V 型 CRISPR/Cas 系统 5"。2015 年 ， 
张 锋 团队 报道 V 型 系统 中 的 Cpfl ( CRISPR from Prevotella 


he 


and Francisella 1) ( 现 称 “Cas12a”) 是 有 功能 的 细菌 
免疫 机 制 并 能 在 人 类 细胞 中 介 时 有 效 的 基因 编辑 ™"。 
之 
一 就 是 Cas12a 需要 的 是 富 含 T 碱 基 的 PAM 序列 ， 有 助 于 
其 在 基因 组 富 含 A/T 碱 基 的 物种 中 使 用 。 上 海 科技 大 学 
的 陈 佳 课题 组 将 无 DNA 切割 活性 的 dCas12a 与 大 鼠 源 的 
胞 喀 啶 脱 氨 酶 (APOBEC1 ) 融合 ， 发 现 其 与 基于 Cas9 的 
碱 基 编 辑 器 类 似 ， 能 有 效 地 催化 人 类 细胞 中 C 到 TT 碱 基 
的 转换 "7 。 由 于 识别 的 是 富 含 T 碱 基 的 PAM 序列 ， 基 
于 Cas12a 的 碱 基 编 辑 系统 能 与 基于 Cas9 的 碱 基 编 辑 系统 
互补 ， 为 相关 基础 研究 及 将 来 的 临床 应 用 提供 更 全 面 的 
技术 条 件 。 
3.4 基于 CRISPR/Cas 系统 的 RNA 编 辑 技术 

除了 对 DNA 进行 编辑 ， 张 锋 课题 组 发 现 CRISPR 蛋 
白 家 族 的 C2c2 ( 现 称 Cas13a ) AT LF yA RNA™!, pë 
后 他 们 证 实 Cas13a 可 在 哺乳 动物 细胞 中 靶 向 降低 RNA 的 
水 平 e]。 利 用 Casl3a 的 RNA 靶 向 功能 ，CRISPR/Cas13a 
系统 被 开发 为 RNA 检测 器 用 于 疾病 诊断 ”"。 张 锋 团 队 后 
ELEM T Cas13b5 ， 其 同样 具有 RNA 靶 向 和 编辑 功 
能 。 另 外 ，Cas13c 和 Cas13d 也 具有 类 似 功 能 5"。RNA 编 
技术 的 建立 ， 进 一 步 拓展 了 CRISPR/Cas 基因 编辑 技术 
的 应 用 范围 。 


ay 


CRISPR/Cas1 2a 具有 CRISPR/Cas9 没有 的 优点 6E0， 其 9 


abe 


4 DNA 介 导 的 基因 编辑 工具 


根据 碱 基 互 补 配对 原则 ， 及 引物 设计 原理 ，Oligo 
DNA 理论 上 也 可 以 用 于 引导 核酸 内 切 酶 外 向 切割 双 
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链 DNA。 类 似 于 ZFN 和 TALEN， 可 用 Oligo DNA 替代 
其 DNA 结合 结构 域 ,关键 是 需要 找到 Oligo DNA 与 切割 
结构 域 FoKI 的 合适 连接 方式 。 或 者 是 寻找 类 似 于 Cas9 的 
天 然 蛋 白 ， 本 身 具备 核酸 内 切 酶 功能 ， 同 时 能 结合 一 定 
长 度 的 引导 Oligo DNA。 由 于 DNA 本 身 有 更 好 的 稳定 
HE, Oligo DNA 制备 成 本 低 ， 可 以 简化 基因 编辑 的 操作 程 
FR, Oligo DNA 引 导 的 基因 编辑 工具 有 其 他 编辑 工具 不 可 
比拟 的 优点 ， 值 得 深入 研究 开发 。 特 别 是 当前 主流 基因 
编辑 工具 全 为 国外 专利 ， 对 今后 国内 基因 编辑 相关 产品 
的 上 市 不 利 ， 具 备 自主 知识 产权 的 基因 编辑 技术 牙 待 开 
发 。 

2016 年 9 月 ，Genome Biology 刊登 了 我 国 南 京 大 
学 研究 团队 研发 的 新 型 基因 编辑 工具 : 结构 引导 的 核 
酸 内 切 酶 (structure-guided endonuclease, SGN ) P”, 
SGN 是 典型 的 Oligo DNA 引 导 基 因 编 辑 工具 ， 本 质 上 也 
是 重组 核酸 酶 的 设计 与 应 用 。 其 N 端 是 能 识别 DNA 3' 末 
wise (3' flap ) 的 核酸 内 切 酶 ( flap endonuclease-1 ， 
，C 端 则 是 FoKI 核酸 内 切 酶 的 DNA 切割 结构 
域 (Fnl ) 。SGN 通 
gDNA ) 与 特点 靶 点 结合 产生 的 3'flap 进行 定位 切割 。 不 
同 于 CRISPR/Cas9 及 其 系列 衍生 技术 ，SGN 没有 PAM 限 
制 ， 理 论 上 可 以 靶 向 任何 序列 。 实 验 结果 显示 SGN 的 


FEN-1 ) 


过 识别 引导 DNA (guide DNA, 


大 利润 都 会 因此 而 受到 重大 损失 。 开 发 具备 自主 知识 产 
权 的 核心 技术 才 有 可 能 在 这 场 生物 技术 革命 中 获得 发 
展 ， 包 括 对 现 有 基因 编辑 技术 的 缺陷 进行 修正 ， 以 及 
通过 技术 组 合 等 ， 抢 先 获 得 现 有 基因 编辑 技术 的 改进 
版 本 和 增强 版 。 同 时 也 借助 生物 信息 学 手段 挖掘 潜在 
的 CRISPR 核酸 酶 和 DNA 引 导 的 核酸 酶 等 ， 开 发 新 型 
基因 编辑 技术 。 此 外 ， 基 因 编 辑 技术 ， 尤 其 是 CRISPR/ 
Cas 技术 已 经 广泛 用 于 各 物种 的 基因 编辑 ， 除 了 常见 的 
模式 生物 ， 如 线虫 、 果 晶 、 斑 马 鱼 、 小 鼠 等 ， 还 有 猪 
狗 、 猴 等 大 型 动物 ， 以 及 水 稻 、 小 麦 等 常见 农作物 。 将 
现 有 基因 编辑 技术 拓展 到 其 他 生物 也 是 新 的 突破 ， 尤 其 
对 于 我 国 特 有 的 生物 资源 ， 其 过 程 往往 涉及 技术 的 调整 
和 改进 ， 一 方面 可 以 产生 新 的 技术 ， 另 一 方面 可 为 目标 
生物 的 功能 基因 组 研究 以 及 遗传 改良 提供 有 效 手段 。 
目前 ，CRISPR/Cas9 等 基因 编辑 技术 已 经 显示 巨大 
的 应 用 价值 ， 但 是 其 在 编辑 效率 、 精 确 度 及 脱 革 效应 等 
方面 ， 以 及 其 走向 临床 应 用 等 尚 有 很 多 问题 需要 解决 。 
病毒 载体 可 应 用 于 人 类 基因 治疗 ， 但 是 其 装载 容量 
限 ， 常 规 的 Caso 蛋白 过 大 ， 不 利于 使 用 。 一 方面 可 以 从 
自然 界 寻找 更 小 的 Cas9 蛋白 ， 另 一 方面 可 以 通过 基因 工 
程 手段 进行 适当 的 删 减 。 而 在 减少 脱 靶 效应 方面 ， 除 了 
上 述 提 到 的 CRISPR/Cas9-nickase 和 CRISPR/dCas9-FoKI 


切割 活性 不 依赖 于 靶 点 的 序列 ， 其 可 用 于 斑马 鱼 基因 编 
辑 但 是 效率 尚 有 很 大 的 提升 空间 。SGN 作为 我 国 科学 家 
的 原创 性 研究 结果 ， 其 优点 无 疑 显著 ， 如 : gDNA 非常 
容易 获得 并 且 可 根据 需要 精确 控制 其 用 量 ; 可 以 通过 调 
整 gDNA 的 长 度 将 错 配 的 可 能 降 到 最 低 等 。 


au 
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5 我 国 基因 编辑 技术 发 展 面临 的 挑战 与 机 遇 


近年 来 ,我 国 在 基因 编辑 技术 方面 取得 了 瞩目 的 
进展 。 但 是 我 们 要 清醒 地 认识 到 ， 目 前 基因 编辑 ， 尤 其 
是 CRISPR/Cas9 相关 的 核心 专利 基本 都 是 掌握 在 其 他 国 
家 手中 。 未 来 基因 编辑 技术 及 基因 编辑 的 细胞 制品 等 走 
向 临床 应 用 ， 以 及 基因 编辑 农作物 走向 市 场所 产生 的 巨 


了 
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基因 编辑 技术 ， 还 可 以 对 Cas9 蛋白 本 身 进行 定点 突变 等 
来 增强 其 特异 性 。 这 些 工 作 充满 着 挑战 性 ， 但 也 是 我 们 
发 展 的 机 过 和 突破 口 。 

近年 来 ， 我国 科 学 家 在 基因 编辑 领域 取得 了 长 足 
进展 。 上 述 提 及 常 兴 课题 组 和 陈 佳 课题 组 在 碱 基 编 辑 技 
术 上 的 突破 ， 此 外 ,哈尔滨 工业 大 学 黄 志 伟 课题 组 和 中 
国 科 学 院 生 物 物理 研究 所 王 艳 丽 课题 组 在 Cas/sgRNA 复 
合 物 的 结构 解释 上 也 作出 了 突出 贡献 ， 可 为 基因 编辑 原 
理 的 理解 提供 重要 参考 。 中 国 科学 院 遗 传 与 发 育 生物 
研究 所 高 彩霞 课题 组 等 则 在 植物 基因 编辑 上 取得 重要 ; 
展 。 中 国 科学 院 广州 生物 医药 与 健康 研究 院 赖 良 学 课题 
组 、 昆 明理 工大 学 季 维 智 课题 组 、 中 国 科学 院 神经 
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研究 所 杨辉 课题 组 等 ， 利 用 基因 编辑 技术 成 功 获 得 多 种 
疾病 动物 模型 。 我 国 在 新 型 基因 编辑 技术 开发 上 也 取得 
了 一 定 突破 ，DNA 引导 的 基因 编辑 技术 有 着 独特 的 优 
势 ， 值 得 加 大 投入 以 解决 编辑 效率 低 等 问题 。 

此 外 ， 合 成 生物 学 作为 新 近 迅 速 发 展 的 交叉 学 
P, 已 在 生物 医药 、 能 源 、 新 材料 等 领域 展现 越 来 越 广 
泛 的 应 用 潜力 。 基 因 组 合成 和 基因 编辑 ， 涉 及 的 操作 
广度 、 深 度 不 同 ， 技 术 体 系 也 不 同 。 但 其 本 质 上 都 是 
通过 遗传 改造 ， 获 得 具有 特定 功能 的 生命 体 ， 服 务 科 
研 与 生产 ， 二 者 有 机 融合 是 水 到 渠 成 的 趋势 。 比 如 ， 
在 合成 的 基因 组 中 可 以 引入 基因 编辑 体系 ， 为 新 生物 
体 进一步 改造 及 应 用 提供 更 多 的 可 能 性 。SCRaMPbLE 
(synthetic chromosome rearrangement and modification by 
loxP-mediated evolution ) ”是 一 种 快速 的 染色 体重 排 修 
饰 技术 ， 可 以 加 速生 物体 的 进化 ， 其 本 质 上 是 一 种 非 定 
点 的 诱导 型 基因 编辑 技术 。 生 物 的 进化 往往 需要 漫长 的 
历史 过 程 ， 难 以 快速 获得 具备 某 类 性 状 的 物种 。 合 成 生 
物 学 可 以 通过 基因 组 设计 ， 引 入 特定 的 功能 模块 ， 以 获 
得 目标 工程 细胞 ; 然而， 基于 目前 的 成 本 和 技术 限制 ， 
尽管 可 以 有 很 多 候选 基因 组 设计 ， 想 要 获得 一 个 大 容量 
合成 细胞 库 并 从 中 筛选 获得 最 优 设计 的 可 能 性 不 大 。 
而 SCRaMbLE 是 一 种 潜在 的 高 性 价 比 手段 。Sc2.0 计划 拟 
在 合成 的 酵母 基因 组 中 插入 约 5000 个 loxPysm MER.” 
该 计划 近期 发 表 的 系列 成 果 “' 表 明 ，SCRaMbLE 系统 可 
以 诱导 获得 增强 型 工业 用 酵母 菌株 ， 提 目标 代谢 物 的 产 
等 。 

当前 ， 首 个 全 人 工 合成 的 真 核 生物 一 一 Sc2.0 已 经 接 
近 完 成 ， 更 高 等 生物 的 全 基因 组 合成 也 已 经 提 上 日 程 。 
然而 ， 超 大 基因 组 的 合成 尚 有 很 多 挑战 。 通 过 基因 编辑 
对 现 有 物种 进行 局 部 基因 组 改造 实际 为 传统 基因 工程 
的 升级 ， 其 不 大 可 能 实现 全 面 的 基因 组 改写 。 就 目前 而 
言 ， 基 因 组 合成 与 基因 组 编辑 的 结合 将 是 一 个 十 分 具有 
潜力 的 研究 方向 ， 可 解决 目前 超大 基因 组 从 头 合 成 面临 
的 各 项 困难 ， 为 合成 基因 组 学 在 超大 基因 组 物种 基础 研 
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究 及 物种 改造 中 的 应 用 提供 可 能 。 这 也 是 我 国 在 合成 生 
物 学 领域 及 基因 编辑 领域 可 以 把 握 的 契机 。 
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Advances and Challenges in Gene Editing Technologies 
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Abstract Gene editing includes genetic manipulations like deletion, replacement, insertion, etc., which aims to obtain new gene functions, 


phenotypes, and even new species. As a burgeoning field of life science, gene editing has brought genetic manipulation into an unprecedented 


grand state. Here, we summary the developments of the technologies in gene editing, and the challenges and opportunities we currently facing, 


which aims to deepen the comprehension of this technique systems, and help to find breakpoints of this field. 
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